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pr6sente imention conceme un proci d6 miCTobiologique pour la 
preparation de la s^rum albuinme humaine (SAH) par culture d'une levure, parti- 
culiirement du genre Kluyveromyces. modifiie par I'utilisation des techniques de 
FADN recombinant 

LaSAHestuneprot£inedeS8Sacidesanun6s,d'unpoidsmol£cuIaire ■ 
de 66.000 daltons, se prdsentant sous forme monomftre globulaire et non gIycosyl6e. 
. Sa struct^^e globulaire est maintenue par 17 ponts disulfiires qui cr£«nt une s^rie st- 
quentielle de 9 boudes doubles Les gdnes codant pour la SAH sont connus pour 
ttte hautement polymorpbes et plus de 30 variants g6n£tiques apparemment 
diff6rentsont6t6 rep^r^ par analyse eiectrophor£tique dansdes conditions variies^ 
Le g^ de la SAH est coupi en 15 exons par 14 sequences introniques et comprend 
16 961 nucleotides du site de 'capping" suppose jusqu'au premier site d'addition de 

prfy(A). 

L'albumine famnaine est synthitisee dans les hdpatocjltes du foie puis 
s6a€tie dans le flux sangnin. Cest la protiine la plus abondante du sang avec tme 
concentration d'environ 40 g/litre de serum ; il y a done environ 160 g d'albimiine 
drcolante dans lecoipsfaumain it tout moment LerOlele plus important de Ik SAH 
est de maintenir une osmolarite nonnale du flux sanguin. Elle presente egalement 
one capadte exceptionnelle de liaison pour diverses substances et joue un rdle aussi 
bien dans le tran^rt endog&ne de molecules hydrophobes (tels que les steroldes et 
les selsbiliaires) que dans celui de difEerentes substances therapeutiques qui peuvent 
ainsi etre tnmsportees k leurs sites d'action req>cctifs. De plus, la SAH a 6te recem- 
ment in^)liqaee dans le catabolisme des prostaglandines. 

La synthase de SAH dans les bepathocytes conduit d'abord a un pre- 
cuiseur, la prepro-SAH, qui contient une sequence signal de 18 addes amines 
dirigeant k polypeptide naissant dans la voie de la secretion. Cette sequence signal 
estcoiq)ee,probablement par un processus co-translationnel, avant quelaproteine 
oe soit rdaiguee du reticulum endoplasndque. Ce premier divage proteolytique 
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donne le pr6curseurpro-SAH qui contient encore k son extrdmitd N-tenninale, un 
hexapeptide (Arg-Gly-Val-Phe-Arg-Arg) qui n'estpas nonnalement present dans la 
forme mature de la SAH drculante. 

Une convertase, probablement situfie dans le corps de Golgi, enl&ve 
le propeptide aii cours d'une deuxifeme dtape de protd olyse en coupant le peptide li6 
a la partie N-terminale de I'acide aspartique de la SAH *. Toutefois, la pro- 
albuminehumaine immature peut reprdsenter lamoitifi de celle du fluxsanguin chez 
de rares individus b£t€rozygotes qui portent une mutation h£r£ditaire dans la 
sequence du propeptide, voire meme de toute I'albumine chez certains homozygo- 
tes extr&mement rares L'un de ces variants est d€sign£ sous le nom de proalbimiine 
Christchurch et commence avec la sequence Arg-Gly-Val-Phe-Arg-Gln-Asp- Hang 
lequel la substitution Aigr*-> Glnempechelacoupuredu propeptide ainsi mutfi*. 
D'autres variants appel&proalbumine Lille^ etTakefii'ont respectivementles se- 
quences N-tenninales suivantes : Arg-Gly-Val-Phe-Arg-His-Asp et Arg-Gly-Val- 
Phe-Arg-Pro-Asp. Dans cbacun des cas, la mutation observde conceme lapaire des 
addes amines basiques Arg-Arg qui prdcfede imm^diatement I'albumine humaine 
mature et provient du changement d'une seule base dans le codon arginine 

Lz coupure apr^ une paire d'acides aminds basiques est un point 
essentiel dans la maturation d'autres protdines, y compris dliormones peptidiques, 
de neuropeptides et des protiines du plasma autres que la SAH *. Rficemment, il 
a 6t6 dddit que la convertase qui coupe la proalbumine en albumine dans le foie est 
probablement tr&s proche de la protdase yscF de la levure \ Cette thiol protease, 
calcium ddpendante, est cod6e par le gfene KEX2 dei cerevisiae et est probable- 
ment lide k la membrane de I'appareil de Golgi. Elle est coimue pour etre impliqude 
dans la maturation de la phdromone appeI6 facteur alpha et dans celle de la toxine 
Toiler", puisque les mutants kex2 de S. cerevisiae sont incapables de couper les pro- 
protdines respectives au niveau du couple d'acides aminds basiques Lys-Arg De 
plus, on peut ddmontrer que I'en^e de levure codde par le gine KEX2 reconnait 
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correctement et coupe la pros^quence iionnale (Arg-Ai:g) de ralbumine in vitro, 
mais Die coupe pas la prosSquence vaat&e (Ars-GIn) de la proalbumine Chiist- 
church*.Une convertase analogue k laprotiasc yscF a 4t6 r6ceimnent ddcritc comme 
cndAe par le gfene KEXl de K. lactis " . Au vu de ce rfeultat, la cay adtd de ces levures 
5 pour maturer correctement ralbumine bumaine recpmbinante et la s£CT6ter, a 6t6 

testae. . • 

L'albumine. reprisentt 40 % du marcb6 mondial des prot6ines 
plasmatiques. Son intdrtt commercial reside dans le fait que ce produit est lar^e- 
ment utilise, par exemple, dans des solut& dits de remplissage pour compenser les 
10 pertes de sang au cours d'acte diirujgical, d'acddent ou dliamorragie, et i. des doses 
pouvant atteindre plusieuis dizaines de grammes par jour et par individu. 

Jusqu'il present, la SAH est g£n£ralement produite par les techniques 
dasaques de &acdoimement du plasnia provenant de dons de sang ^, la consomma- 
tionnumdialeannnellede plasma itantvoisine de9,5 xlO' litres. Elle pent aussi 
15 £tre extraite du placenta faumain selon la tedmique ddoite par J. Lilutaud et aL " 
Le d6(reloppement du g£nie gin£tique et des nouvelles techniques 
d'extraction et de purification a ouvert la possibilit6 d*obtenir des produits am61ior6s 
de plus hante pureta, de meiOeure stability, sans contamination virale (par exemple 
hdpatite B et STOA) et i unprix de revient phis faible. Toutefois, aucunproc6d6 assez 
20 performant bas6 sur le g£nie g£n6tique n'est aujourdlmi connu permettant d'obtenir 
la SAH & rddieUe industrieDe dans des coiiditions 6conomiquement rentables. 

Ced est essentiellement dfl ai'absence d'un couple h6te/vecteurper- 
fonnant qui peimette la production importante d'une albumine s£a6t£e, correae- 
meat maturde, possddant une structure tertiaire conforme et ayant les propridtds 
25 pbysiiDO-diiiniquesderalbomiiie bumaine native. 

M&me si I'utilisation de cultures de cellules de mammiftres peut ap- 
paraltre coimne le choix id^ pour Fe^qiression des protiines biunaines, le prix de 
revient .d^ tcl proc6d6 serait bien supdrieur au prix de vente de Talbiunine 
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pharmaceutique". Comme ce produit est en g£n£ra] present par dizames de 
grammes et h un cofit trfcs bas, la production biotechnologique de la SAH n'apparait 
realisable qu'avec des systfemes de fermentation microbienne. 

Jusqu'^ une 6poque rdcente, la grande majoritd des experiences de 
5 g6niegdn6tique ontutilisdJE.siQliconimeorganismeh6tepourlaproductionparvoie 
microbienne de prot^ines hdtfirologuesiconomiquement importantes. MSme si ce 
type de proc6d6 est apparu satisfaisantpour un bon nombre de protdines b£t£Folo- 
gues, tons les efforts pour produire la SAH dans des conditions dconomiquement 
acceptables en utilisant cet organisme n'ont 6t6 que partieUement couroim& de 
10 succ&s. 

L'un des probl&mes majeuis assodd k I'utilisation de coli reside 
dans le fait que cette bactdrie est, dans la majority des cas, incapable d'excrSter les 
prot£ines h6t£rologues dans le milieu de culture et que celles-ci s'accumulent dans 
le cytoplasme, le pdriplasme et les membranes. La prot€ine recherchde doit done 

15 £tre sdparde des constituants cellulaires, ce qui conduit k des p>roc£d6s complexes 
et cbflteux. De plus, £Q!i produit des endotoxines et des pyrogdnes qui peuvent 
contaminer les protdines produites. Pour cette raison, la plus grande attention doit 
&tre port6e pendant la purification du taux rdsiduel d'endotoxines dans le produit 
final, spedalement s'n est utilise comme medicament 

20 Les proteines s6cr£t6es par leur h6te naturel perdent souvent lapro- 

priete de se replier correctement si elles sont synthetisdes et accumuiees dans le 
QTtoplasme. En general, la secrdtion est requise pour permettre la formation des 
pontsdisulfures comme ceux presents dans la SAH. Le fait que laSAHproduite dans 
"Ek coli ne soit pas sdcretee conduit ainsi ksa precipitation intracellulaire sous forme 

25 insoluble". En consequence, aprfes extraction & partir des cellules bactfiriennes, 
celle-ci doit Stre denaturee puis renaturee in vitro . 

De plus. E. coli ne poss£de pas la machinerie cellulaire permettant de 
realiser les modifications post-transcriptionnelles et post-traductionnelles spedfi- 
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ques des organismes eucaiyotes, y compris rhomme. En ce qui conceme la SAH, il 
semble difGcile d'aqiriinerl un taux sadsfaisant dans £^ g^li le pr6curseur naturel 
de SAH, c'est-a-dire la pr6pro-SAH. D'autre part, des proalbumines artificielles 
dans lesquelles le g^ne de structure de la SAH a 6ti fiisionni k des signaux de 
s6cr£tion d6nv6s des g&nes bactiriens jiac ou qidcA sont en g£n£ral matures de 
&(on incon^l&te L'e:q>ression de la SAH sans la pr6s6quence, c'est-i-dire sous 
forme Met-SAH, montre que le r£sidu methionine N-tenninal n'est pas excise par 
la methionine aminopcptidase de E.£Qli (MAP) En consequence, la SAH de£. 
coli n e peut pas 6tre obteime sous forme mature in vivo et doit fitre modifiee in vitro. 
par coupure trypsique, afin (f exdser une sequence leader derivee d'un phage et ce 
aptis denaturation et renaturation in vitro 

En ce qui concerne les autres hfitesbacteriens, des travaux concemant 
la secretion de SAH dans Bacillus subtilis ont ete recemment publies". Bien que 
cett^ etude indique qu'un organisme procaryote tel que B. sub]3l|s possMe le 
potentiel poor secreter des proteines humaines de haut poids moieculaire comme la 
SAH, eOe montre aussi que Fexcretion dans le milieu de culture ne peut etre obteime 
qu'en atilisant des protoplastes de £. subtilis. dest-i-dire des ceUules dont la parol 
ceDulaire normale a ete digeree par traitement enzymatique. De plus, le pourcen- 
tage de la SAH modif ee est inversement proportionnel au taux de proteine produite: 
il des niveaux d'expression eieves, la plus grande partie de SAH recombinante reste 
sous forme munature". En outre, aucune donnee concemant lesproprietespfaysico- 
dmniques de la SAH recombinante de£. subtilis n'a ete mentionnee. D'autre part, 
le niveau d'excretion de SAH obtenu par ce microorganisme est trfts faible au vue 
des quantites de SAH detectees par utilisation de metbodes immunologiques dans 
les simiageahts de culture". 

' L'utilisationdesyst&mesmicrobienseucaryotestelsqueleslevuresou 
les chan^gnons represente une alternative interessante d'utilisation dliAtes bacte- 
liens pour la preparation de proteines heterologues. En eSet, ces organismes pos- 
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sident toutes les caractiristiques de structure et d'organisation cellulaire des 
organismes eucaiyotes plus complexes, telles que les cellules de mammif&re. En 
particulier, les levures sont capables de rfialiser les modifications post-transcription- 
nelles et post-transductionnelles importantes pour I'activite de nombreuses protfii- 
5 nes.Enoutre,leislevuressoiitbiencoiniues^r£chelleindustrielle:ellespeuvent&tre 
cultivdes k haute density cellulaire, elles ne sont pas patbog^nes, ne produisent pas 
d'endotoxines et sont utOisdes dans I'mdustrie alimentaire depuis tr^ longtemps. 
Enfin, contralrement aux cellules de manunif&res, les manipulations g£n£tiques sur 
les levures sont faciles ^ rdaliser et les donn6es de la g6n6tique dassique et 

10 mol6culaire sont nombreuses. 

Le terme levure est &6quemment empl(^6 pour Saccharomyces 
cerevisiae. ou levure duboulanger,quiconstituerunedes esp&ces lespluscomnnmes 
et les mieux connues. H est entendu dans ce qui suit que le terme levure s'applique 
k d'autres genres et n'est pas restreint k. Tespice cerevisiae . 

13 Las6cr£tiondeIaSAH dirig€e par son propre peptide signal sous le 

contrdle du promoteur de la cb6Iatine a pu ttrc mise en Evidence dans S. cerevisiae 
k des taux maximaux d'environ 1 % des protfiines totales Toutefois, le materiel 
reconnu par les anticorps anti-SAH dficrit dans cette fitude reste asso'dd k la cellule 
et n'est pas export^ dans le sumageant de culture. De plus, aucune caractfirisation 

20 d6taill6ede la prot6inerecombinante n'est rapport6e. 

La production de la SAH dans la levure de brasserie en utilisant im 
proc£d£ post-fennentaire lors de la fabrication de la bi&re a £galement 6t& 
mentionn6e ^. De notiveau aucune doim6e quantitative ou qualitative concemant 
le produit obtenu n'a 6t6 d£crite. De plus, ce proc£d£ conduit k rocpression de Met- 

23 SAH, c'est-i-dire d'un allele de la SAH d^marrant par I'adde amin£ methionine 
juste en amont de la sequence de I'albumine mature. L'absence d' une sequence 
signal empSche la sdcr^tion et la maturation de la SAH recombinante et provoque 
raccumulation d'lme albumineintracellulairedont la structure tertiaire n'a pas £ti 
caracteris6e. De plus, l'absence de methionine N-terminale dans le produit final n'a 
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pas 6ti montrde. 

La prdsente invention dtoit I'obtention de soucbes de levures modi- 
fies par g6nie g£n£tique pouvant fitre cultivfes en masse et capable de produire et 
d'excr£ter eCEcacement dans le milieu de culture la SAH dans sa conformation 
"5 natnrelle'J 

Un svstfeme d'expressionprdfferi implique des levures du genre Kluy- 
veromyces comme h6te et utilise des vecteurs ddrivfa du plasmide naturel pKDl de 
K. marxjanus var. df osophilarum. 

Les levures du gem'e Khiweromyces et en particulier K. mandanus 

10 (indiiant les vari6t£s lactis et mandanus qui, dans ce qui suit, vont £tre appel£es 
lacris tt]Si Sas^^) sont des organismes importants et d'un int6rftt commercial con- 
sid6rabk dans Tindustiie biotechnologique. K- ladis et K-.&a£ilis sont utilisi es, par 
exemple,pourlaproducdoncommercialedeI'enzymelactase(p-galactosidase).Ces 
: levures sont capables de croltre sur lactoserum, un sous-produit majeur de I'indus- 

15 . trie laitifere. Wusiems souches de Khiweromyces sont ntilisies pour to production 
h grande icbelle de *prot(iines d'origines unicelhilaire* (P.O.U.) qui jouent un rdle 
important dans I'alimentation du bitaiL Enfin, les organismes du genre Kluyveromy- 
ces sont mentionnds sur la liste GJLAJS. ((jenerally^ecognizedAs Safe), ce qui re- 
pr6sente un &aeur important en vue de la production de produits de qualit£ 
- 20 jdiannaceutique. 

Contrairement aux progrte inqx>rtants r£alis£s dans le domaine de 
la g&n^tique mol&culaire de S. cerevisiae, les techniques de manipulation gfafetique 
n'ontititd^veloppiesquerdcemment chez Kluyverornvces .Trois types devecteurs 
de donage ont 6t6 dtoits diez cet organisme : 

25 i) des vecteurs uit£grati& contenant des sequences homologues de 

regions du gfaome de Kluyveromyces et qoi, aprts introduction dans les cellules, 
s'intfegrentdans lescfaromosomes de Kluyveromyces par recombinaisoh in vivo . L'in- 
tfgration, bien <pi'£tent un ivinement tr^ rare n£cessitant la pr6sence d'un 
marquem'de selection efficace, estobtenuelorsque cesvecteurs ne contiennentpas 

30 de sequence permettant vac r6plication autonome dans la cellule. Uavantage de ce 
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systfcme est la stability des souches transformdes, c'cst-a-dire le fait qu'elles puissent 
fitre cultivfies dans un support nutritif normal sans le besoin d'une pression de 
selection pour le maintien des sequences intfgrdes. L'inconv6nient est toutefois que 
les gfenes intdgrfis sont seulement pr6sents h. une ou, au mieux, k un petit nombre de 
copies par cellule. Le faible dosage des gfenes r&ulte souvent en un £aible niveau de 
production d'une prot6ine hgtdrologue. 

ii) des vecteurs rfplicatifs contenant des sequences de replication au- 
tonome (ARS) d6riv6es de I'ADN gdnomique de Kluweromvces sp. *W3,24 (kaRS). • 
De tels vecteurs ne semblent pas trhs intdressants puisque leur s6gr6gation lors de 
la mitose est trfes peu homogfene, ce qui r&ulte en leur perte k un taux 61ev6, meme 
lorsque celles-d sont cultiv^ es sous pression de selection. 

iii) des vecteurs riplicatifs contenant des ARS d6riv6s de plasmides 
naturels de levure, soit du plasnride lindaire " killer " pGKl-1 isol6 deX lactis 
soit du plasmide circulaire pKDl isolfi de drosophilarum » Les vecteurs conte- 
nant des sequences ARS dfirivfies du plasmide linfiaire " killer " n'ont pas d'utilitd 
pratique en vue de la production en masse de prot6ines hetfirologues puisqu' un 
milieu mitritif particulier est n6cessaire k leur maintien et puisqu'ils sont perdues 
k un taux de 40-99 % dans ime population donnde aprfes seulement 15 gfindrations, 
m£me sous pression des61ection".Lesyst&mevecteurleplusefficacepour la trans- 
formation du genre Kluwernmyces d6crit jusqu'alors est d6riv6 du plasmide 
endoginepKDl: des constructions contenantla sequence entiferedepKDlpeuvent 
6tre transformdes k haute frequence, sont pr6sentes dans la cellule k 70-100 copies, 
et, ce qui est le plus important, ont une stabiliti assez €lev6c en conditions non 
s61ectives.N6annioins, I'efficacitfi des vecteurs ddcrits dans la demande EP 0 241 435 
demeurc limit6e k des applications de recherche dans la mesure oii des fermenta- 
tions k r^chelle industrielle requiferent une stabiliti du plasmide pendant au moins 
40 generations. MSme le vecteur le plus performant (P3) decrit dans la demande EP 
0 241 435 est perdu par environ 70 % des cellules d'une population donnee aprfes 
seulement six generations en milieu non seiectif Bien qu'il soit techniquement 
possible de maintenir une pression de selection k grande echelle, I'utilisation d'un 
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milieu sdecdf rtsultc souvent cn une density cellulaire fortement diminuie, et 
Q6cessite le recours h des soiiches bien d£&ues ce qui rend cette approche moins 
attno^tect plus onireuse.De plus, lademandeEP0241 435 ne contient pas un 
. ° seul exemple d'expression de proti ine h£t£rologue d'int£r£t commerdaL Ea fait, le 

5 seulgtoeTifit6rologue"dont re3qprcssionestd6montr6e4partirdevecteursd£riv4s 
de pKDl est le g^ne VRA3 de la levure S. cerevisiae. D reste done i prouver que 
rintroduction dans pKDl d'un g^ne non issu d'une levure, par exemple un gint 
iTn rigin e mammiftre, et sa surexpression dans Kluyveromyces n'entralnent pas une 
instabOit£ accrue du plasmide. 

10 Un objet de la pr6sente invention est Tobtention de nouveaux vecteurs d'ex- 

pression cq>ables de transformer des levures du genre ]Q]av£U2iQy£s&etpo^dant 
des caractiristiquies de stability nettement sup£rieures S celles mentionnies dans la 
demande EP 0 241 435 . B sera d6montr6 que les nouvelles constructions sent 
mainteiiues k hant nombre de o^ies dans 85-90 % des cellules apris 50 g£n£rations 

15 de croissance en milieu non s^lectil II est ainsi possible de produire des protiines 
bdtirologues h. partir de vecteurs multicopies stables en utilisant des soucbes 
^nAig frittlles dii genre Klnyveromvces. qui ont €t£ utilis^es pendant de nombreuses 
ann£es en raison de leurs propri6t6s cqnimales de croissance et k des densitds 
ceHulaires ilev^es. 

20 La stability £lev6e des vecteurs d£crits dans la pr£sente invention a 6t6 

obtenue en exploitant pleinement les caract£ristiques du plasmide pKDl. Les 
vecteurs diriv£s de pKDl difiirent de tous les autres vecteurs connus de KbiyvsiQ: 
myces ea ce qu'Os sont caract£ris6s par un syst&me ^dalisi de replication respon- 
sable de leur maintien stable k baut nombre de copies. En plus d'une origine de 

25 , replication (ARS), ce systfeme comprend deux sequences r6p6tdes-invers6es, dia- 
cune de 346 imdeotides de long, et trois phases ouvertes de lecture (gines A> £ et 
Q qui font partie intdgrante du plasmide Par analogie avec le systime plus 6tudid 
du plasmide ^ de S* cerevisiae qui est structurellementproche, les prot£ines cod6es 
par deux de ces g&nes CB et £) sont vraisemblablement inq>Iiqu6es dans la partition 

30 dupIasnidelorsdelamitoseetpourraientjouerimrOledanslaregulationndgative 
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du gfene A codant pour une recombinase k site sp^ dfique (FLP) ".Da 6t6 montr6 
que la recombinaison FLP-d6pendante entre les sequences r6p6t6es invers^es de 
I'ADN de 2 ^ fait passer le plasmide d'un mode de rfiplication rfigulier (un 
doublement des plasmides 2 par division cellulaire) k un mode de rfiplication du 
5 ^pe " rolling circle" (amplification du nombre de copies k environ 50 copies par 
cellule)". Cette alteration du mode normal de r6plication est induite aussitSt que 
le nombre de copies du plasmide devient trop bas pour permettre la production de 
quantitds sufllsantes des produits des g&nes B et £ qui agissent comme r6presseurs 
du gfene A codant pour la recombinase FLP. Par ce m6canisme, le nombre de copies 

10 du 2 ^ (et trhs probablement de plasmides structurellement semblables tels que 
pKDl) est maintenu k des niveaux 61ev£s de fagon autordgulde et est inddpendant 
de la pr&ence d'un marqueur de selection. 

Les vecteurs pr£c6demment publies dans la demande EP 0 241 435 
soit contiennent seulement une partie de pKDl (A15) soit un g&ne A interrompu (PI 

15 etF3 pour lesquelsle site dedonage PstI est situ6 dans la sequence codantedug&ne 
A ddtruisant ainsi le systfeme de replication autor6gul6 qui est une des caract6- 
ristiques du plasmide r6sidant pKDl. Au contraire, les constructions plasmidiques 
derivies de pKDl dScrites dans la pr^sente invention respectent rint£gralite 
fonctionnelle de toutes les phases ouvcrtes importantes de pKDl. En cons6quence, 

20 la stability des plasmides d6crits d-apr&s est considSrablement renforcde par 
rapport aux plasmides PI et P3 et le nombre de copies des notiveaux vecteurs est 
maintenu k un niveau £lev6 dans toute la population cellulaire. 

Dans la pr6sente invention, le terme SAH sera utilise pour d&igner 
toute albimiine du s6rum d'origine humaine ou pour toute protdine Isolde k partir 

25 de cellules de levure et prdsentant la meme sequence d'addes amines, la meme 
structure tertiaire et les mfemes propri6t6s physico-chimiques que la SAH namrelle 
d'origine humaine. 

La pr6sente invention conceme la criation par g6nie gdnitique de 
nouveaux vecteurs permettant la production de SAH sous une forme facQement 

30 purifiable en utilisant des cellules de levure cbmme hdte eucaiyote microbien. Le 
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proc6d£ de producdoD est caract£ris£ par une excretion eScace de SAH mature, 
native dans le milieu de culture des dites levures, ce qui facSite coiisid£rabIement 
la purification de la protdiiie recombinante. La production de SAH est obtenue en 
cultivant des levures transformdes par un plasmide recombinant comprenant une 
5 H^aa de ddmarrage de 1& transcription et de la traduction fonctionnant efficace- 
ment llidte et une phase ouverte de lecture codant pour la SAH pr6c6d£e d'un 
peptide signal dirigeant la prot^ine recombinante dans la voie de s£cr6tion desdites 
kvures. 

Selon la prisente invention, les nouvelles constructions induent des 
10 cassettesd'ejcpressioncontcnantleginestructuraldelaSAH.Lesconstructionssont 
habitueQement pr6par£es de fagon s£quentielle en employant les vecteurs appro- 
pri^s, josqu'^ ce que les £l£ments indi^nsables k I'expression, la si don, ou au 
maintien du plasmide soieut combin6s pour former tm vecteur qui pent alors &tre 
introduit dansle (ou les) h6te(s) purifi6 (s) de £a?on a e3q)rimer et excr6terlaprot6ine 
15 disirie. Les bAtes emplay6s sont d'origine microbiologique eucaiyotejen particulier 
WiTT^ ph»< parrimliferement des gem-es Saccharomvces OU Kluweromvces et 
de pr6fdtence de I'esp^ce Khiyveromvces mandanus induant toutes ses vari6t6s, en 
• particuHer K- piandanus var. lactis. Ainsi, selon la pr£sente invention, les construc- 
tions qui sont pr6par6es et ddcrites ont valeur d'exemples dans les organismes 
20 eucaiyotes d'origine microbiologique, mais sont destinies de prdfdrence k 
KhiyYCTOIBYCCS . 

Les botes particuliers k employer seront pr6f6rentieUement des 
soudies industrielles stebles, atteignant des bautes densitis cellulaires dans les 
milieux spfHppriis et caract6ris6es par un niveau 61ev6 de production. 
■ 25 La sequence codante pour la SAH pent fttre obteime de diverses 

&Sons, la phis simple consistant k isoler des ARN messagen de foie bumain et k 
syntbitiser kurs copies sous fonnc d'ADN compl6mentaire (ADNc). Les siquences 
dpn6es peuvent ensuite toe modifiies par dififirentes mitbodes telles que la 
mntagenfese jn vitro. Filongation d'amorces. la restriction, I'insertiond'adaptateurs 
30 ou la ligature avec des oligonudtotides deraccord. La sequence codante peut toe 
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adaptfe, par exemple, k I'usage des codons chez la levure pour optimiser ref6cacit6 
de la synthase protdique (traduction). 

, A rextr6mit6 N-tenninale de la sequence protdique, unp>eptide signal 
peut fttre introduit de fagon k diriger la protSine en cours de synthase dans la voie 
de s6cr£tion de la cellule hdte. Cette sequence-signal peut correspondre k I'exten- 
sion N-terminale naturelle de Talbumlne ou peut inc obtenue k partir de g&nes de 
levure tels que ceux codant pour la phdromone alpha ou la toxine " killer ". 

De plus, une pros^quence, codant pour une autre extension peptidi- 
que, peut £tre intercalde entre la s6quence-signal de sficr^tion et la sequence 
codante de I'albumine mature. Cette s6quence est normalement jointe k la sequence 
codante par I'intennddiaire d'un site de coupure d'une protease sj>6cifique impli- 
quant en gdniral au moins deux addes amines de type basique , de pr£f£rence Lys- 
ArgouArg-Arg. 

La cassette d'expression comprendraune r6gion de demarrage de la 
transcription et de la traduction jointe k rextr6mit6 5* tenninale de la sdquence 
codante, de fagon k diriger et k rdguler la transcription et la traduction de' la dite 
s6queiice.Le choix de ces regions promotrices peut varier enfonction de ITidte utilise 
en particulier. G6n£ralement, ces sequences sont choisies panni les promoteurs 
derives des g&nes de levure. D'un int^rSt particulier sont certaines regions issues de 
gfenes gjycolytiques de levure du ^e Saccharomyces ou Kluyveromyces. telles que 
les g^nes codant pour laphosphog^ycdrate kinase (PGK), la glyc£raldefayde-3-phos- 
phate deshydrogfinase, la lactase, I'finolase, I'alcool deslydrogfinase, etc Cesrigions 
de contrdle peuvent &tre modififies, par exemple par rautagfinfese in xiirQ, par I'in- 
troduction d'£16ments additionnels de controle ou de sequences synthfetiques ou par 
des ddldtions. Par pxemple, des 616ments de rfgulation de la transcription, telles que 
les regions dites UAS ("upstream activating sequences") provenant d'un autre pro- 
moteur conune celui du gfene GALIO de Si cerevisiae ou IAC4 de K- lactis peuvent 
itre utilises pour coostniire des promoteurs hybrides qui pcnnettent de dissocier la 
phase de croissance d'une culture de levures de la phase d'expression d'un g&ne h£- 
tdrologue en fonction de la soiu-ce carbonique choisi. Une region permettantune ter- 
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minaison de la traduction et de la transcription fonctionnelle dans rh6te envisage 
sera poatibnn£e en 3' de la sequence codante. 

La cassette d'expression ainsi cbnstruite sera fusionn6e k un ou plu- 
sieuis marqueurs pcrmettant de s^lectionncr Tfadte transform6. Les marqueurs 

.5 pT&tiris dans la levure sont des marqueurs dominants, c'est-^-dire conf6rant une r6- 
sistance k des andbiotiques comme la g^ndtidne (G418) ou tout autre compost 
tosdqne tels (fae des ions cuivre, dans la mesure oil ceux-ci peuvent 6trc utilisis sans 
q)icificit6 dTiftte particuliire. Ces gines de rfaistance seront places sous le contrOle 
de signaux q>propri6s de transcription et de traduction dans Ilidte consid£r& 

10 L'ensembleconstituf par la cassette d'expressionet par lemarqueur 

de s^lecdon peut fitre utilise soit pour transfonner l*hdte directement, soit peut itre 
b&itt sea van plasmide vecteur. Dans le cas d'une transformation directe, des 
sequences faomologues k des regions pr^sentes sur un chromosome ou sur un 
plasmide r6adant sont fiisionn^esicet ensemble. Les dites sequences seront situies 

13 de diaque cdt£ de la cassette d'expression de fo$on & induire une iieertion au site 
bomologue par recombinaison in vivo - Si la cassette d'expression est ins£r£e sur tm 
plasmide vecteur, elle devra £tre combin£e k un syst&me de r6plication fonctionnel 
dans ITiftte cmgad^rfe. Up systfeme de replication pr&f6r6 pour Huyveromyces est 
dtmi do i^asmide pKDl, imtialement isol6 de drosophilarum Un syst&me 

20 jirif iil de rtplication pour gaccharomyces est d^riv^ du plasmide de levure 2;i. Le 
plasnoide d'expression peut contenir tout ou partie desdits syst&mes de replication 
OQpeutccnnbiiierdes£16mentsdirivesdepKDl aussibien que du plasmide Les 
constructions prdflrdes sont celles qui contiennent la sequence enti&re du plasmide 
pKDl Inrsqne Veaqwessjon dans Khiyveromyces est redierchge. Plus particuliftre- 

25 ment. les constructions pr6fer6es sont celles oil le site d'insertion des sequences 
etrang&KsdaospKDl est localise dans une region de 197 pbsitu^eentrele site Sad 
(position 4714 de la fonne B de pKDl ^ et MstQ (position 154 de la forme B de 
pKDl ") on & I'un de ces deux sites. 

Pour plus de commodite, le plasmide peut etre un vecteur navette : 

30 comme tel, fl peut Stre transfere k un hdte baaerien tel que £..£q1L ou il peut fttre 
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iiiaiupul6 plus facilement que dans la levure a chaque 6tape de construction. Dans 
ce cas, une origine de replication et un marqueur de selection fonctionnant dans 
I'hdte bact6rien sent requises. II est 6galenient possible de positionner des sites de 
restriction qui sont uniques sur le vecteur d'expression de fagon qu'ils entourent les 
5 sequences bactdriennes. Ced permet de supprimer I'origine de replication bact6- 
rieimc par coupure et religature du vecteur avant transformation des cellules de 
levure , ce qui peut r6sulter en une augmentation du nombre de copies et en une 
stability accrue du plasmide. Des sites pratiques tels que y-GGCCNNNNNGGCC- 
3' (SET) ou y-GCGGCCGC-S* (NotI) peuvent par exemple Stre utilises dans la 
10 mesure oh lis sont extrSmement rares chez la levure et g^neralement absents sur im 
plasmide d'expression. Ces sites peuvent £tre introduits sur le vecteur par mutage- 
n^se dirigde par oligonucleotide ou par I'addition d'oligonudgotides de raccord 
spficifiques. 

Une fois terminde la construction du vecteur d'expression, celui-d ' 
15 sera introduit dans ITifite dfaird. Divers protocoles de transformation ont 6t6 dficrits • • 
dans le cas des levures'^ Les transfonnants peuvent alors &tre mis en culture dans 
un milieu approprid en vue de la production du produit recherche. 

Si le produit recfaerdie est la SAH excrdtee, il peut &tre puiifie de 
diverses mani&res k partir du sumageant de culture. II peut etre ciyopredpite, extrait 
20 par chromatographie d'afGnite, par eiectrophor&se ou par d'autres techniques con- 
ventionnelles. La recuperation de la proteine seaetde peut etre faite k partir d'une 
culture en " batdi " ou en continu. 

Les exemples suivants , donnes k titre non limitatif; montrent com- 
ment I'invention peut etre mise en pratique. 

25 EXEMPLES 

Techniques gdnerales de clonage 

Les methodes dassiques de biologie moieculaire telles que la centrifugation 
d'ADN plasmidique en gradient de chlorare de cdsium - bromure d'ethidium, la 
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digestionpar les enzymes de restriction, rtlectrophortse surgel, r61ectroilution des 
fragments d'ADN k partir de gels d'agarose, la transformation dans£. £q1L etc, sent 
dteites dans la littdrature 

Les eniymes de restriction ont it€ foumies par New England Biolabs 
(Biolab^X Bcthesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham. 

' Pour les Ugatures, les fragments d'ADNsontsipar6sselonleurtaille 
sur des gels d'agarose 0,7 % ou acrylamide 8 %, purifies par 61cctro6Iutioii, extraits 
au pbindli pr^cipitfis i. Wthanol puis incubis dans un tampon Tris-HQ 50 niM, 
MgC3, 10 mM, dithiothreitol 10 mM, ATP 2 mM, pH 7,4, en presence d'ADN ligase 
du phage T4 (Biolabs). 

Si ndcessaire, les fragments d'ADN iayant des cxtr6init& 5' pro6mi- 
nentes sont d£phosphoiyl& par un traitement ^ la phosphatase alcaline d'intestin 
deveau(CIP,Phannada)a3TCpendam30ininutes dans le tampon suivant: glycine 
100 mM, MgCl, 1 mM, ZnClj 1 mM, pH 10,5. La mfcme technique est utilis6e pour 
la diSpht^horylation des extri mit6s 3' pro6minentes ou franches, mail^ le traitement 
est de 15 minutes h. 3TC puis de 15 minutes k SffC L'enzyme est inactivfee par 
chau&ge du m61ai^e r£actionnel k 68°C pendant 15 minutes en presence de SDS 
1 % et de NaQ 100 mM suivi d'une extraction au ph6nol-chloroforme et d'une 
prddpitatioai & r^tband. 

Lc remplissage des cxtr6imt6s 5* pro6ininentes est effectu6 par le 
fragment dc Klenow de FADN polymdrase I d'EjHlli (Biolabs). La rfiaction est 
efiecm& k temp£ramre ambiante pendant 30 minutes dans im tampon Tris-HQ 50 
mM, dNTPS 0,4 mM, MgSO^ 10 mM, dithiotrditol 0,1 mM, BSA (Bovine Serum 
Albomine) 50 ug/ml, pH 72. Le remplissage des extr6mit6s 3' proiminentes est 
eSectu^ en presence de I'ADN polymerase du phage T4 (Biolabs) selon les recom- 
mandations du fabricant La digestion des extrdmitds profminentes est effectu£6e 
par tiahement limitfi k la nudiase SI (BRL) selon les recommandations du 
fabrkaDL 

La nmtagdiifese dirigde jjLHlm par oligod6so3Qrnud6 otides est effec- 
tu6e selon la m6tbode d6vclopp6e par Edcstcin ct coll.** en utilisant le kit distribu6 
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par Amersham. 

Les ADNs ligaturds sont utilis6s pour transformer la souche rendue 
comp6tente : £. ssM MC1060 ( [JacIPOZYA], X74, galU, galK, sllAO ou TGI 
( [l2£prQA,B],5lliiE,llii.llsdD5/FlmD36,crj2A*BMssI'' .ksZ M15).L'ADN 
5 plasmidique est purifid k partir des transformants risistants k rampidlline ou k la 
tdtracycline selbn les cas. L'extraction de I'ADN plasmidique est faite selon le 
protocole d6crit dans Maniatis et colL^^qui derive de la methode de lyse alcaline 
ddcrite par Bimboim et Doly . Pour I'analyse r^ide des plasmides, des lysats 
bactdriens sont pr6par6s selon la m6thode de Holmes et Quigley '* et sont analysds 
10 par dlectrophorese sur gels d'agarose sans purification pr6alable. Apris analyse par 
les endonuddases de restriction, les plasmides recombinants pr6sentant la structure 
d£sir£e sont pr£par£s k plus grande dchelle selon le protocole de lyse alcaline ^ k 
partir de cultures de 0^ & 1 litre et purifies par une centrifugation isopycnique en 
chlorure de cdsium. 

13 Les transformations de K. lactis avec de I'ADN 6tranger ainsi que les 

purifications d'ADN plasmidiques de K. lastis^ont dficrites dans le texte. 

Exemple 1 : CLONAGE D'UNE CASSETTE CONTENANT LE GENE STRUC- 
TURAL DE LA pr6pro-SAH 

E.1.1 Isolement d'on clone d'ADN compl^mentaire (ADNc) codant pour la SAH 

20 La construction de plasmides recombinants peimettantrexpression 

de la SAH dans£. coli a 6t£ ddcrite en details dans la pr£c£dente demande de brevet 
EP 0198745 En r6sum6, 1'ADNc a 6t6 obtenu k partir d'ARNm poly-A isolfis de 
foie bumain selon la technique au thiocyanate de guanidium. L'analyse de la 
sequence d'ADN a pennis I'isolement de trois clones (pTlBll, pAA38 et p6D8 

23 figure 1) qui contenaient des fragments cbevauchant du g&ne structural de I'albu- 
mine et presentaient des sites de restriction commims dans les regions chevauchan- 
tes. Ces sites ont £t6 utilises dans la reconstruction d'un clone d'ADNc de la SAH 
(figure 1) qui est complet sauf pour sa sequence "^rd-pro". 
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E.1 J! Synth^ de la s^aKe signal de la SAH 

Dans le plasmide pXL276 (figure 2), dont la construction est ddcrite 
CO ddtail dass la demande de brevet £P 0198745, la sequence codante de la SAH 
mature a 6t6 fusionnie en phase au codon ATG du site de fixation des ribosomes 
5 (BBS) du gftne cU du bact6riopbage lambda. Ced a g£n6r£ un site Ndel immddia- 
tement en amont du codon de ddmarrage de la traduction du gtne de la SAH. 
pXL276 est utilisA pour rcconstituer la rdgion "pr6-pro" de la SAH, laquelle se 
trouvait fttre tronqui e dans I'ADNc juste en amont du site TaqI au niveau de I'adde 
amin£ La reconstitution est effectu6e en insurant un fiagment d'ADN corres- 

10 poodant & la sequence signal de la SAH sous forme de qtiatre oligod£oxynucl6otides 
de 33-36 bases de long (Sq32, Sq34, Sq35 et Sq38 ; figure 2) et un fragment EcoRI- 
Ndel de 120pb provenant de pXL276 portant des signaux d'expression de g&nes d'E. 
poll entreles sites EcoRletAcdduplasmidcpUCS. LesiteTaqlestainsireconstitu^ 
& rune des extr£mit& de I'insertion dans ce plasmide appel6 pXL290 (figure 2). Le 

15 petit fragment Hindm-Taql portant le RBS et la sequence pripro en ^ont du site 
TaqI est ligatur£ avec le fiagment Taql-PstI du done d' ADNc de la SAH (plasmide 
plBll, contenant rextr£mit£ S* de la SAH) entre les sites HindUI et PstI de pUC8 
poor donner le plasmide pXL299 (figure 3). Le plasmide pXL322 est construit fen 
Ugaturant k fiagment Hindm-PvuII de pXL299, portant le RBS (site de fixation de 

20 libosome) et la sequence pr£pro -SAH jusqii'au site PvuII, avec le fragment PvuII- 
EcoRI de pXLZ76, portant le r£plicon et Textrdmitf 3' de la sequence codante de la 
SAH, et avec le fragnient iEcoRI-Hindin de pXL276 contenant le promoteiir (figure 
4). 

E.1J Creation d'nn site Hindmai amont du codon ded^marragede la traduction 
25 debiSAH. 

Dans le but d'obtcnir une cassette pr6pro- SAH pouvant itre fadle- 
ment int£gr6e dans des vecteurs d'expression, le site Ndel du plasmide pXL322, 
d^ciit d-dessus, est ciiang^ en un site Hisdm par mutag6n^ dirigde par oligo- 
d&x^d£otides. A cette fim, le fiagment Hindm-Bglll de pXL322 contenant 
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rextrfimitd 5' du gfene de la pr6pro-SAH est sous-clon6 da n s M13mpl8 et mutage- 
nisd par hybridation de I'oligoddoxynucldotide synthetique 5'-ATCTAAGGAAA 
TA CAAGCTTA TGAAGTGGGT-3' t la matrice simple brin (les sequences souli- 
gn6es et en caractfere gras representent respectivement le site Hindm et le site de 
d6marrage de la traduction). On obtient ainsi le plasmide pXL8S5 (figure 5) dont la 
s6quence nucldotidique de la r6gion mutagfinisde est ensuite vfirifide. La sfiquence 
codantpour la SAH complete est reconstitute enins^rantlefragmentHindni-PvuII 
du phage mutag£nis6 et le fragment PvuII-Hindni, contenant rextr£mit£ 3' du g&ne 
strucwral de la SAH, dans le site HindlH de pUC8 pour donner le plasmide pXL869 
(figure 6). Ce plasmide contient done un fragment Hindin de 1,87 kb contenant le 
ghnc structural de la pr6pro-SAH complet ainsi qu'une region de 61 pb non-traduite 
k son extr£mit£ 3*. La sequence complete du fragment Hindm ainsi que la sequence 
en addes amin£s de la SAH recombinante sont d£crites sur la figure 7. Une cassette 
Hindm contenant le g&ne structural de Met-SAH sans son signal de s£cr£tion est 
construiteen suivant lememeprotocole sauf qu'un d£riv£M13 duplasmidepXL276 
est mutag6nis6 & I'aide de l'oligod6o3^ucl6otide synthfitique S'-ATCTAAGGAAA 
TACMQCErATGGATGC:ACACAAG-3'. La reconstitution de la sequence co- 
dant pour la Met-SAH complete dans pUCS donne le plasmide pXL868 obtenu de 
faqon similaire au plasmide pXL869. 

Exemple 2 : CONSTRUCnON DE VECTEURS DE CLONAGE POUR LA LE- 
VURE 

E^l lsolement et purification du plasmide pKDl 

Le plasmide pKDl pent fitre purififi k partir d'une culture en fin de 
phase exponentielle de croissance de la souche de K drosophilamm U CD 51-130 
(collection U.CD., University de Califomie, Davies, CA 95616) selon le protocole 
suivant qui derive de celui d6crit par Fleer et coll.". Une culture de 1 litre dans le 
milieu YPD (extrait de levure 1 %, Bacto-peptone (Difco) 2 %, glucose 2 %) est 
centrifug£e, lav£e et resuspendue dans une solution de sorbitol 1,2 M, et les cellules 
sont converties ensphdroplastes en presence dezymolyase (300;ig/ml), d'EDTA 25 
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mM, de phosphate 50 mM et de^-mercapto ctbanol (1 ;jg/nil). Aprfcs lavage dans 
une solution de sorbitol 1^ M, les ^h< roplastes correspondant k 250 ml de la culture 
de depart par tube) sont resuspendus dans 2^ ml de sorbitol 1^ M et on ajoute le 
mtme vohime de tampon Tris-HQ 25 mM, glucose 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0. 
Les 6ti^ suivantes correspondent au protocole de lyse alcaliae ddj^ d6crit I'ex- 
ception de la precipitation du sumageant en acetate de potassium qui est faite kH'C 
pendant 15 minutes en ajoutant 14 nd d'isopropanoL Le mat6riel obtenu est traits 
&IaRNase(50}i/ml) ft3T'Cpcndant20minutes puisaveclaprotdinaseK(150;ig/ 
ml) dans une sohition de NaQ 0,5 M, sarkosyl 04 % et dTDTA 25 mM pendant 1 
bewe ft 6(fC. Apr&s centrifugation en microcentrifugeuse Eppendor^ les suma- 
geants sont pr6cipit6s k Tdthanol pendant 10 minutes k -IVC, puis les culots sont 
disscns et 1* ADN est purifie par centrifugation isopycnique en gradient de CsQ en 
pr6sence de bromure d'dthidium. 

Cbnstmctlon do plasmide pCXJL 

L'inteimddiaire de construction pUC-URA3 (figure 8)consiste enun 
fragment HindHI de 1,1 kb contenaht le gfene URA3 de la levure S. cerevisiae ins£r6 
dans }e site imique Narl du plasmide pUC19 Le fragment HindHI derive du 
ptesmide pG63 " qui a dte digire par Hindm puis traite par le fragment de Klenow 
de r ADN polymerase I d'£. ssM pour generer des extremites tranches. Le fragment 
de 1,1 kb contenant le gine URA3 est purifie puis insere dans le plasmide pUC19 
Ini-m&me coupe par Narl et traite par le fragment de Klenow de TADN polymerase 
I d^ colL Le plasmide pUC-URA3 contient done : une origine de replication pom- 
la maintenance du plasmide dans E- jSli • le marqueur de resistance k Tampidlline 
pour ks transformations dans £. coli. le gene lacZ contenant un poly-site de donage 
(EcoRI, Sad, Kpnl, BamHI, Xbal, Sail, Sphl. Hindm conmie sites uniques) et le 
gine URA3 de S- cerevisiae servant de marqueur de selection dans les mutants ma^ 

de s Jacds- 

Le jdasmide pCXJl (figure 9) contient la sequence complete du 
plasmide pKDl inseree dansle site unique AatH de pUC-URA3. Cette construction 
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a €t6 obtenue en lin6arisant pKDl au site EcoRI puis e.n traitant ce plasmide par 
le fragment de Henow de I'ADN polymerase I d'E. SOli- Ce fragment d'ADN est 
ligature avec pUC-URA3 precddemment coup^ par Aatll et traitd k la T4 DNA 
polymerase. La ligature de ces deux fragments permet la reconstitution de sites de 
5 restriction EcoRI. L'insertion de I'ADN de pUC-URA3 au site EcoRI du plasmide 
pKDl n'inactive aucun gftne nficessaire pour maintenir la stability et le nombre de 
copies du plasmide (le site EcoRI dtant situd k 205 nucleotides (nt) en amont du 
codon ATG du gfene MJ"). Par consequent, le plasmide pCXJl qui transforme les 
cellulesdeK. laais uraA dr" i haute frequence, est amplifier environ 70-100 copies 
10 par cellule et est maintenu de fajon stable mfeme en I'absence de pression de 
seiectioa GrSce k I'origine de replication apportSe par pUC-URA3, le plasmide 
pCXJl pent egalement se repliquer dans E» £Qli ce qui fadlite les dtapes de 
construction et de purification de plasmides. Les sites uniques de pCXJ 1 sent les sites 
Hindm et Sail du polysite de clonage de pUC19. 

15 E23 Construction d'une ftision entre le promoteur pkl de K. lactis e t le g^ne de la 
3'*aniinoglycoside phosphotransferase de T n903 

L'utilisation de pCXJl en taut que vecteur pour la transformation de 
K. laslis et d'autres espfeces de Kluweromyces reste limitfie aux souches portant la 
mutation uraA chromosomique en tant que marqueur d'auxotrophie. Afin de 

20 pouvoir transformer des souches sauvages industrieUes de Kluyveromyces nous 
avons clioisi le g&ne de la 3'-aminoglycoside phosphotransferase (aph [S*]-!) du 
transposon bacterien TnSQl comme marqueur dominant de resistance aux antibio- 
tiques que nous avons insere dans pCXJl. Le g&ne de I'aph conf&re la resistance h 
la kanamycine chez_E..£Q]i et rend les souches sauvages de levure rfisistantes k 

23 I'antibiotique G418 (geneticine), lequel est un inhibiteur puissant de la croissance 
cellulaire^'.Pourpermettreune expression suffisammentforte du gfenedel'aph pour 
avoir un marqueur de selection dans les transformations de lactis. les signaux de 
transcription bactdriens du ghne aph s ont remplacesj>ar le promoteur pkl isoie k 
partirduplasmide «killer»pGld-l oukl delLla£tiS-La construction de la fusionpkl- 
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pph est effectu6e en plusicurs dtapes (figures 10 k 12). Tout d'abord un fragment 
Scal-PstI dc 1^ kb du plasmide kl est sous-clon6 entre les sites uniques Seal et PstI 
de pBR322, le plasmide recombinant sensible k I'ampicilline et r6sistant k la tdtra- 
(ydine est Bppc\6 pkl-PS1535-6 (figure 10). Le fragment sous-doni de 1^ kb 
provient d*mte extr£iiiit£ du plasmide «kil]er> lin£aire et contient la moiti6 5' de la 
premiere phase de lecture ouvertc (ORFl) port6e par le plasmidekl et enyiron 220 
paires debases en amont^. Commele site Seal estsitu6 seulement22 paires debases 
de TtxXrtwM gauche de kl (figure 10), le fragment Scal-PstI puTifi6 k partir de gel 
d'agarose ccmtient vraiscmblablcment la region promoteur enti&re de ORFl. La 
digestion de pkl-PS 1535-6 avec Ddel donne un fragm«!nt de 266 pb contenant 17 pb 
provenant de p6R322 it uiw de ses extr£mit£s (procbe de Seal) et les 11 premiers 
codonsdeORFl iil'autreextr^tlApr^untraitement par le fragment deKlenow 
de FAPN polymerase I colL le fragment purifi6 est ins£r6 dans le site Xhol 
unique du plasmide pUC-kanl (figure 11). Ce dernier plasmide a 6t6 obtenu en 
insurant un fragment EcoRI de 1^ kb contenant le g&ne ssh. provenant de TisSSH. 
(Kanamydn Resistance Gene Block ™, Pharmacia) dans le site unique EcoRI de 
pUCi9. Le plasmide pUC-kaii202 est obtenu en effectuant une digestion de pUC- 
kanlparXboI suivied'une digestion brftve par la imddase SI rendantlesextr^mites 
frandttspuisd'une ligature avec lefrxigmcntDdcIdepkl-PS1535-6 rendu fiancavec 
le fragmem dcKIcnowdc I'ADN polymirase I d' E.£Slli(figure 11). Cctte construc- 
tion pehnet (f obtenir une fiision en phase entre les 11 premiers addes amines du 
g^ ORFl du plasmiik lin£aire kl et de l'extr£mit£ tronquie en 5* du gine aslLde 
. Tn9a3. En tait, la joncdon entre ORFl et aph restore le douzifeme codon de aph 
(AGG) de sorte que ce soot les onze premiers addes amines de ai2lL.qui sont 
lexsplacds par les onze premiers, addes amines de ORFl de kl. La sequence 
conq)lite du promoteur pkl utilise pour la fusion pkl-'aph ensemble avec le ddbut 
du gbae sttuctural codant pour la aph est indiqute sur la figure 12. 

Constnsction do plasmide pKan707 

Le plasmide pKan707 (figure 13) est un d6riv£ du plasmide pOCJl 
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d6crit ci-dessus. II est construit en coupant pCXJl parHindlH puis en traitant par 
le fragment de Klenow de I'ADN polymerase I d'E- coli. Le plasmide Iin6aris6 k 
extr6mit6s franches est ensuite ligatur6 avec un fragment Scal-HincII de 1^ kb 
provenant du plasmide pUC-Kan202 portant la fusion pkl-'ai2h_(figure 13). La 
5 digestion de pUC-Kan202 par Seal et HincII donne une cassette de resistance k la 
kanamycine k extr6mit& franches ne contenant plus le promoteur bact6rien d'ori- 
gine. Le plasmide obtenu, pKan707, confere la resistance k de trfes hauts niveaux de 
G418 (> 2^ g/1) dans les souches de K lactis . Comme dans le cas de pCXJl, le 
plasmide pKan707peut Stre transform6 dans les souches deK lactis cir^ ahaute fr6- 
10 quence, amplifii i 70-100 copies par cellule et maintenu de fagoTi stable en I'absence 
de pression de selection (figure 14). Sa grande stability conjugu6e avec la pr&ence 
d'un marqueur dominant efficace permettant la transformation de souches indus- 
trielles de Kluweromvces font de pKan707 un vecteur de clonage trfes performant 
pour les levures du genre Kluyveromvces. 

.15 Exemple 3 : CONSTRUCTION DE VECTEURS D^XPRESSION CONTENANT 
DES CASSETTES D'EXPRESSION ET/OU DE SECRETION DE L' 
ALBUMINE DANS LA LEVURE 

EJ.1. Construction de cassettes d'expression de la Met-SAH et de la pr^pro-SAH 
sons cnntraie dn promoteur PGK d e S. cerevisiae. 

20 Le plasmide pYG12 (figure 15) contient un fragment de restriction 

Sall-BamHI d'une taille de 1,8 kb constitu6 des regions promotrices et tenninatrices 
du gine PGK de S. cerevisiae . Ce fragment provient d'un fragment gdnomique 
Hindin dil6t6 d'un fragment de yi kb correspondant au gine structural et compre- 
nant une rdgion comprise entre I'ATG d'initiation de la traduction etle site Bgin 

25 localis630 codons en amont du codonTAAsp6cifiantlafin de traduction**. Les sites 
Hindin encadrant le fragnient de 1,8 kb ainsi obtenus sont ensuite dfitruits et 
remplacfis par un site Sail et un site BamHI, respectivement en amont de la region 
promotrice et en aval du tenninateur PGK de transcription. Un site Hindm est 
introddt k la jonction entre regions promotrices et terminatrices ; le site 6tant 
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unique, fl pcnnct (Tintroduire facflement des gines h4t6rologues. La sequence nu- 
^cl6 otidiquc de cette rdgion est indiqu6e sur la figure 15. Le fragment Hind III de 1,8 
kbpravenant du plasmidc pXL868 (voirE.13) et codant pour legfene de laMet-SAH 
est ensuiteintroduit dansle site Hindm du plasmide pYG12 pour donner le 
plasmide recombinant pYGlO. De fagon analogue, le plasmide pYGll (figure IS) 
est g£n6r6 par insertion dans le plasmide pYG12 d'un fragment Hindm provenant 
du plasmide pXL869 (voir E.13) et codant pour la pr^pro-SAH. En consequence, 
deux cassettes d'e)q>ression Sall-BamHI d'une taille d'environ 3,6 Icb sent ainsi cons- 
tni^^-y rnrnrr^^nant If, prcimotgiir du gfene PGK de S. cerevisac (Ptok). suivi du gfene 
codant imt pour la Met-SAH soit pour la pr£pn>-SAH et enfin la region correspon- 
dant au terminateur de transcription du g&ne PGK (TpQ^), region induant le site de 
polyad6nylation du ARNm. 

F'^^ Constniction des pUsmldes d'expres^n pYG19 et pYG23. 

Dans le but d'introduire les cassettes d'e:q}ressions I^d6taill6es d- 
dessus, dans le vecteur pKan707 rdplicatif diez Kluyveromvces. les fragments Sall- 
BamHI de3,6kb et provenant des plasmidcspYGlOetpYGll sont dansunpremier 
temps sous-ddn^ dans les sites correspondants du plasmide pIC-20^, pour doimer 
ainsi les constructions plasmidiques pYG18 (pr«pro-SAH) (figure 16) et pYG22 
(Met-SAH). Ces constructions interm&iiaiTes pennettent de disposer des cassettes 
d-eqwession P,,oj/Met-SAH/rpa^ et Ppoj/pripro-SAH/Tpo^ sous fonne de fig- 
ments de restriction Sall-Sad directement insdrables dans les sites correspondants 
de pKffii707 (filgure 17). La digestion de ce dernier par les en:qanes Sail et Sad 
conduit & la suppression du marqueur URA3 ainsi que d'lm fragment de 35 pb situ6 
en amont chi g&ne £ de pKDl. Les construcdons ainsi obtenues appel6<» pYG19 
(pr«pro-SAH) et pYG23 (Met-SAH) (figure 18) comprennent les cassettes d'exprcs- 
aon PptHc/HSA/TpCTp la sequence quasimem complete du plasmide pKDl de K- 
flrhsnphilamm. les sequences permettant la replication autonome diez £. Q2lL ainsi 
que les gfciics codant pour la^lactamase et la 3'-aminoglycoside phoq)hotransf4rasc 
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(sous contrSle du promoteurpkl), permettant respectivement de s^lectionne rE. coli 
en presence d'ampidlline et Ki lactis en presence de G418. 

Exeinple4: TRANSFORMATION DE LA SOUCHE MW98-8C DE K. lactis PAR 
LES PLASMIDES EXPRIMANT LA Met-SAH ET LA prtpro-SAH 

5 E.4.1 Protocole de transforaation 

Les plasmides pYG19 et pYG23 sont utilises pour transformer la 
souche MW98-8C (alpha uraA argA l ygA. K* pKDl") de K. lactis ^. Un fichantillon 
de cette souche a 6t& d6pos6 au Centraalbureau voor Schimmelkulturen (CBS) d. 
Baam aux Pays Bas selon les dispositions du traitfi de Budapest oil il a 6x6 enregistr6 

10 le / / sous le numero CBS 88. La transformation s'effectue soit par 
la technique de formation de sphfiroplastes initialement dScrite parHinnen et colL** 
et adapt^e en consequence, soit en traitant les cellules enti&res par Tacfitate de 
lithium, ce qui favorise I'incorporation d'ADN en prfisence de polyethylene glycol 
(PEG) Les modifications concemant la formation de sph^roplastes sont ddj^ 

15 dficrites Loisque la mfithode faisant intervenir I'acfitate de lithium estutiiis6e, la 
croissance des cellules se fait k TS'C dans 50 ml de milieu YPD, avec agitation et 
jusqu'^ une densitd optique k 600 nm (OD^ comprise entre 0,6 et 0,8. Les cellules 
sont r^colt^es par centrifiigation k falble vitesse, Iav6es dans une solution sterile de 
TE (10 mM Tris HCi pH 7,4, 1 mMEDTA), resuspendues dans 3-4 ml d'une solution 

20 d'acfitate de lithium (0, 1 M dans du TE) pour donner ime density cellulaire d'environ 
2 X 10^ c/ml, puis incubfies k 30°C pendant 1 heure sous agitation mod£r£e. 

Des parties aliquotes de 0,1 ml de la suspension rdsultante de cellules 
comp6tentes sont incubees k 2(fC pendant 1 heure en presence d'ADN et k une 
concentration finale de 35 % de PEG4000. Api fes un choc thermique de 5 minutes 

25 k 42°C, les cellules sont lav6es 2 fois par de I'eau sterile, resuspendues dans 0,2 ml 
d'eau st6rile et transferees dans des tubes de 10 ml. Une solution dTPD contenant 
0,7 % d'agar et maintenue en surfusion k 46°C (5ml) est ensuite ajout^e et immedia- 
tement coul6e sur boites YPD. ^rfes modification, une surcouche additionnelle de 
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5 ml de "top-agar" est ajout£e et les bottes sont incuMes ^ 28°C Apris 18 il24 heures 
tfincubadon, 0,16 ml d'uoe solution de G418 (Geneticin 50 mg/ml, GIBCO, Grand 
Island, N.Y.) est £tal£e sur les boUes et des transfonnants sont conjpt6s aprfcs 4-5 
joors d'moibation additionnelle k 28°C 
5 L'6talement direa des cellules sur boltes YPD + G4 18 (c'est-a-dire 

sans utfliser une surcoucbe additionnelle de top-agar) r£sulte en rapparition de 
dftnes de taille plus importante pour les cellules transform6es de K. lactis. Cepen- 
dant, une concentraticHi phis basse de G 418 (SO;ig/ml) est alors nfcessaire pour 
observer des colonies, ce qui entralne la selection de mutants partiellement r6sis- 
10 ' tants au G418 et provenant de cellules non transform£es. De plus, Tefficadt^ de 
transformation est au Tninitmiin 10 fois phis £aible que I'efficadti observ6e apiis ex- 
pression pb£tiotypique pendant 18 k 24 beures. 

. EA2 StaUIU6 mitotiqne des plasmides d'expres^n de la SAH 

La stabilit£mitotique des plasmides pYG19 etpYG23 est mesur6e au 
13 cours du temps apiks croissance en milieu non s^lectif ; elle est d6tenmn6e conune 
6tant le nq>port entre les pourcentages finaux et initiaux de cellules croissant sur 
btiltes YPD contenant 2S0;ig/ml de G418. Comme I'indique la figure 19 , les deux 
plasmides sont remarquablement stables ma]gr£ re:q>ression k baut niveau d'tm 
gbat bitirologue : 40 & 45 % des cellules ont maintenu ces plasmides apr^ 40 
20 g£n£rations oellulaires en milieu non s£lecti£. 

EA3 Nhwanx d'eqiFcssion et d'ezcrMqn de ralbnmine 

Les niveaux d*eq)ression et d'exCT6tion des cellules de K lasiis 
MW98-8C contenant les plasmides pYG19 (pT6pro-SAH) et pYG23 (Met-SAH) 
sont d£termin6s en fonction du temps aprte croissance ^ 28°C en milieu YPD et sous 
25 B^tatiooi bonstante. Les sumageants de culture sont obtenus par deux centrifuga- 
tioas cixis6cutives (5 minutes k 4000 puis 10 minutes k 12000 tours/minute) pour 
tiiminer tbate contamination iventuelle par des ceDules. Un ichantiHon du second 
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sumageant(O^ml) estchauffe495''C pendant 15 minutes puis rD^lange iun volume 
dgal de tampon d'application contenant 0,125 M Tris HCl, 20 % glycerol, 10 % 2- 
mercapto^thanol 0-ME), 4,6 % sodium dodecyl sulfate (SDS) et 0,4 % bleu de 
bromoph^nol. Quand une concentration des protdines pr^sentes dans le suraageant 
est souhaitde, 0,4 ml d'une solution a 100% p/v d'adde trichlorac6tique (TCA) est 
ajoutie 4 8 ml de sumageant et les protfiines sont pr6cipit6es sur glace pendant 1 
heure. Le materiel pr£cipit£ est r£cup£r£ par centrlfiigation (20 minutes, IS 000 
tours/ minute) puis resolubilis6 par chauffage k 95°C pendant 15 minutes dans 0,5 ml 
"de tampon d'application contenant 63 mM Tris HQ , 10 % glycerol, 5 % ^-ME, 23 
% SDS et 0,2 % bleu de bromophfinoL 

L'e3q)ressionintracellulaire d'albumine estd^tectde ipartir d'extraits 
cellulaires pr£par€s conune suit : 0,25 ml Equivalent d'un culot cellulaire (lav£ une 
fois en tampon salin) est resuspendu dans le meme volume de tampon de lyse 
maintenu sur glace et contenant 67 mM de phosphate 4 pH 7, 5 mM ^-ME, 1 mM 
phEnylmEtliylsulfoi^l fluoride (PMSF), 2^iM de leupeptine, et 2^M de pepstatine 
A (Sigma). Apr^ addition de O^i ml de billes de zirconium (diametre 0,45 mm), stoc- 
k& en tampon phosphate (67 mM, pH 7) a 4°C, les cellules sont cassfies par 7 
pEriodes de 30 secondes avec un broyeur de cellules (Biospec Mini Bead-Beater, 
Biospec Products) entrecoup6es par des pdriodes de re&oidissement de 2 minutes 
sur glace. L'efficadtd de broyage des cellules est sup6rieure It 90 % si on en juge par 
comptage des cellules sous microscope h. contraste de phase. La fraction liquide 
d£pourvue de billes de zirconium est transferde dans un tube Eppendorf et les billes 
sont lav6es 3 fois avec 0,2 ml de tampon de lyse, puis rassembl6es dans le meme tube 
Eppendorf. Par centrifugation du tubependant 15 minutes a4''C k 12 000 g, on dfifinit 
ainsi une fraction des prot£ines solubles (sumageant) et tme fraction de prbt^ines 
insolubles (culot). Ces deux fractions sont individualisfies et reprises dans le meme 
volume final d'une solution de tampon d'application aprfes dilution. Ces Echantillons 
sont chauff6s pendant 15 minutes i ^S'^etappliqufis sur un gel depolyacrylamide- 
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SDS ii&JS% pr£c£d£ d'un gel de concentration H 5 % ^, puis soumis k une intensity 
dc 25 mA jusqu'i ce que k bleu dc bromopWnol atteigne le bas du gel. 

La figure 20 montrc le rfaultat d'une experience typique qui permet 
d'ivaluer I'expression et I'excr^tion d'albumine obtenue avec la souche de ^ lactis 
5 MW 98^ transfonn^e avec les plasmides pYG19 (pr6pro-SAH), pYG23 (Met- 
SAH), etpYG 25 (vecteur d£pounni de cassette d'expression), aprhs croissance dans 
50 ml de milieu YPD sans G418 a 28°C pendant 68 heures. Chaque 6chantillon cor- 
respond ft lOO^I de culture originale et pennet de comparer les fractions solubles, 
les fraddoiis insolubles, et le sumageant de culture, apr^ migration en gel de poly- 

10 aoylamideil 83% et coloration au bleu decoomassie. Une bandeprotdique qui co- 
migre avec de Talbumine faumaine commerdale (Sigma) servant de r6f£rence de 
poids nt(d£culaire est detectable dans les 6chantillons provenant des cellules trans- 
formtes avec les plasmides pYG19 ou pYG23 mais pas avec les cfellules contenant 
le vecteoT pYG2S qui ne contient pas le gftne de la SAH. On remarquera que, alois 

15 que lia qoasi-totaliti de Talbuminc e;q>rimee S partir de pYG19 (prepro-SAH) est 
eqport^ 'dans le sumageant de culture, toute Talbumine produite k partir du 
plasmide pYG23 (Met-SAH) est prdsente dans la fraction des prot6ines cytoplasmi- 
ques Don solubles. De plus, les r6sultats de la figure 20 indiquent que I'albumine 
excret6e par les cellules contenant le plasmide pYG19 est la seule protfiine 

20 extracdhilaire prfeente en quantitfo significatives. Dans le sumageant d'une culture 
de MW98:^ transform^ avec le plasmide pYG19, la concentration d'albumine 
peat atteindre 12 mg SAH/g biomasse. 

EAA DAecdon imrannologiqiie de I'albomine produite par £. lactis 

L'identite des proteines qui co-migrent avec Falbumine extraite du 
25 plasma faumain peut itx6 teste par immuno-ddtection. A ce but, un gel de polyaoy- 
lamide est transfer^ sur filtre,de nitrocellulose (Schleicher et Scbuell, 0,45 ^m) en 
QtiUsant un ^jpareil de traisfert semi-sec (Biom6tra) daiis un taniqmn de transfert 
contenant 25 mM THs base, 150 inM glycine, et 10 % coethanoL Le ten^ de traiisfert 
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est de 30 minutes en utilisant un courant d'environ 0,85 mA/cm^de surface de gel. 
Aprfes transfert, le filtre est incubfi trois fois 5 minutes avec 50 ml de tampon A (5% 
poudre de lait 6crdm6, 0^ %Tween20 en tampon PBS [137 mM NaCl, 2,7 mM KQ, 
4,3 mM Na^HPOJ), suivi d'une incubation de 30 minutes dans 40 ml de tampon A 
5 contenant des anticorps polyclonaux de lapin dirig£s centre la SAH et dilues au 1/ 
1000.Apr6s3 ringagesdu filtre par du tampon A, un anticorps secondairebiotinyle 
reconnaissant les anticorps de lapin (Vectastain ABC - Immimo Peroxidase Kit, 
Vector Laboratories), est ajoutfe k raison d'tme goutte pour 50 ml de tampon A. 
Aprisincubationdufiltrependant30minutes,le filtre estrinc£3 foispardu tampon 

10 B (0,2 % Tween 20 dans PBS) puis incubfi en presence d'un complexe avidine DH/ 
peroxidase H biotinylde. Le complexe avidine/ peroxidase biotinyiee est pr£par£ 
extemporan£ment en diluant 1 goutte de chacun des r^actifs A et B du kit dans 5 ml 
de tampon B, apr&s incubation k 23°C pendant 30 minutes. Le filtre est incub6 dans 
ime dilution au 1/10 du complexe dans du tampon B (50 ml au total) pendant 30 

15 minutes. Le filtre est rincf de nouveau par du tampon B pendant 3 pdriodes de 5 
minutes et mis k dfivelopper pendant 2-3 minutes dans une solution del0ml^0,02% 
1^02 et 10 ml d'lme solution contenant 1 mg/ml de diaminobenzidine et 0,4 mg/ 
NiOj en 0,1 MTris HQpH 7,4. Le r&ultat de cette experience (figure21) demontre 
que X lactis MW98-8C exprime (pYG23) et cxcrfete (pYG19) une protdine recon- 

20 nue par des anticorps polyclonaux anti-SAH. Ce materiel antigenique est spedfique- 
ment assode k la presence d'une cassette d'expression de I'albumine ; il n'est pas 
deteac! dans des extraits cellulaires ou des sumageants de culture des levures 
transfonnees avec le vecteur sans cassette d'expression. 

EAS Cinetiqued'excFetiondelaSAH 

25 Comme le montre la figure 22A (chaque echantillon correspondant 

^requivalentde 160}ildesumageantde culture), la secretion deralbuminebumaine 
se fait avec une cinetiquc relativement lente en erlenmeyer. Les niveaux maximums 
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tfezcrdtioD semblent avoir lieu aprfes 70 d 100 heurcs d'incubation d'une culture 
inoculte initialement h l(f cellules/ml (Fig 22B, ichantillons diposfe correspon- 
rinnt & r<quivalent dc 25 ^1 de sumageant de culture). Aucune augmentation, ni di- 
minution, significative n'cst ddtectable entre ICQ et 240 heures de culture, dimon- 
5 trant ube remarquable stability de la SAH dans ces conditions de culture et de 
tenq>6rature. Puisqu'il n'y a pas d'accumulation de materiel prot^ olys4 durant cette 
p^riode, fl peat fttre condu qu'aucune protdase extracellulaire n'est prdsente qui 
poiirrait ddgrader I'albumine excr6t6e. 

Une rcprdsentation graphique de la cindtique d'excrStion (A), de 
. 10 mftme que la courbe de croissance de la souche MW98-8C transformie avec le 
plasnudepYG19 (B)estniontr6eenfigure23;ccsr&ultatsmontrentquerexcr6tion 
de ralbumine faumaine continue aprte que les cellules ont atteint la phase station- 
naiie de dXHsance. Cette observation est en accord avec des observations antfrieu- 

res conoenuuat d'autres siystimes d'expression diez la levure 

' . ■ ■ \ ■ 

15 Exemple 5 : PURIFICATION DE LA SAH SECRETCE DANS LE MILIEU DE 
CULTURE 

Dans une e:q>6rience typiqne de purification, la souche MW9MC 
transfbnnie avec le plasmide pYG19 est cultivfie en milieu YPD pendant 72 heures 
. dans ksconditions standards d6ja d6crites. Un sumageant de culture (0,5 litre) est 

20 d6banass£ de toute contamination cellulaire par centrifiigation et incub6 k 4°C 
pendant 15 minutes en presence de 60 % d'dthanol (V/V). Lc prddpiti est r6cup6r6 
par centrifiigation, redissous dans 10 inl d'lme solution 50 mM Tiis HQ pH 8,0, puis 
diaigiwune coloime de bleu TrisaayL L'albiunine humaine est £lu6e de cette co- 
lonne par une solution de NaQ 3M. Aprhs dialyse des fractions contenant la SAH 

25 contrc 50^ Tris, celles-d sont purifiies sur colonne MONO Q (Pharmacia), et 
Qa6es i ime concentration de NaQ 0,25 M. Dans une demiftre 6t^ une chroma- 
topiqjhie Soperose 12 (Pharmacia) pennet d'obtenir de la SAH pure iplus de 99% 
(d* q)rts les rfaultats d*61ectrophorise PAGE-SDS et coloration du gel aux sels 
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d'argen^. 

Exemple 6 : CAJlACTERISATIONDEL'ALBUMINESECRETEEETPURinEE 

Uabsence d'un test permettant de mesurer in vitro les proprifitfes bin- 
logiques de ralbumine ne simplifie pas la procedure pennettant de juger de la quality 
5 de ralbumine recombinante. Pour cette raison, aprts purification, I'albumine excr6- 
t£e par K. ladis est done caract^iis^e par plusieurs tests pbysicosrhimiques et immu- 
nologiques. Ces tests ddmontrent que I'albumine recombinante est s£crdt£e par ]L 
la£ds sous forme mature et dans sa configuration native : eDe est indistinguable de 
la sfrum albumine humaine extraite du plasma pour tous les crit&res. 

10 E.6.1 PAGE SDS : Coloration an bleu de coomassie et aux sels d'argent 

L'dlectrophorfese est effectu€e en gel de polyaaylamide (7^ %) d6- 
naturant (figure 24 C) comme dficrit pr6c6demment; ou grSte i I'utilisation d'un 
Thast gel" (Pharmacia, Figure 24 A). Difffirentes quantit6s d'albumine recombi- 
nante ont 6t& compardes k une preparation comnierciale de Talbimiine standard 
13 (Sigma) -extraite de plasma humain. La coloration du gel au bleu de coomassie 
(Figure 24 C ), ou aux sels d'argent (Figure 24 A ), montre rhomog£n6it£ totale des 
6chantillons d'albumine de levure. 

E.62 Iso^ectTofocalisation 

Des focalisations isoflectriques sont effectudes entre pH 4,5 et 6,0 
20 (Phast gel, Pharmacia, figure 24 B), et pH 4,0 et 7,0 (Immobiline, LKB). Le point 
isodlectrique de la SAH recombinante est identique k celui de la SAH humaine 
rfiterence (pi = 4,8). 

E.6J PAGE en conditions non d^naturantes : r^v^lation immanolog^que 

L'llectrophor^ de la SAH recombinante dans im gel de polyaoyla- 
25 mide (10 %) non ddnaturant, suivi d'un transfert sur filtre de nitrocellulose et 
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. r6v£lati(Hi iihmunologique dans les conditions d£crites en section E.4.4 riv&lent une 
co-migration avec ralbumine standard extraite du plasma humain. Ceci sugg&re nhs 
fortemenl que la maturation correcte de la pr6pro-SAH recombinante a lieu lors du 
processus de sicr^tion inherent aux cellules deJL lactis . Aucune contamination avec 

5 delaSAHiM>nmatuT6en'estd6tectablecequiimpIiquequeleclivagedelas^quence 
. signal et de la region pro de la SAH s'effectue avec efficadti dans cette levure. 

' E^4 C!hromatographie d'exdnsion moltoilaire 

Une chromatographie d'exdusion mol^culaire est effectu£e avec une 
Superose 12 (Pharmacia), Le ddbit du tampon d'61ution (50 mM Tris HQ pH 8,0) 
10 e$t maintenu & 1 ml/minute. Les concentrations en albumine recombinante et en 
albumine r£f£rence issue du plasma humain sont de 0,4 et 1 mg/ml respectivement. 
Aprbs d£pdt d'un volume de IOC;!!, I'^lution de Talbumine est d6tect£e par mesure 
de TatKOiption k 280 mn. Dans les deux cas le volume d'61ution est identique (11^ 
ml). ^ 

15 Chmnati^trahie d'&±ange d'anion 

L'albumine recombinante est £lu6e d'une colonne Mono Q HR 5/S 
(Pharmacia) iknne concentration de 0^1 MNad, comme l'albumine r£f6rence issue 
du|dasmaIiumaiiLLafigure2Smontrelesprofilscbroiiiatographiques obtenuspour 
des injedkms de 100;il de SAH recombinante (0,4 mg/ml) et de SAH plasmatique 
20 (0,Smg/mI)utilisantunecolonne6quilibr£eenTris-Ha50mMpH8,0et&und£bit 
constant de 1 ml/ixmnite. 

E£.6 Chromatographle en phase inverse 

Le comportement de l'albumine de levure en phase inverse est 
analyst sur tme coloime Nudeosil (C4) avec les tampons A (eau ft 0,1 % TFA) et B 
25 (acitonitrfle i 0,1 % TTA). La figure 26 repr6scnte I'filution, par un gradient de 20 
ft 80 % de B dans A, de I'albunnne de levure qui posside le mfime temps de retention 
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E.6.7 Composition en acides amin^ 

La composition en acides amines de la SAH recombinante est 
ddteYminde par chromatographie en phase inverse aprfes hydrolyse adde (HQ) et 
5 ddrivatisation au PITC Les rfisultats obtenus par cette mfithode indiquent claire- 
ment une composition identique k celle de Talbuinine rdference issue du plasma 
humain. 

E.6JS Sequence N-tenninale 

L'utilisation d'un appareil automatism permettant la degradation 
10 d'Edman (Applied Biosystems) indique que la sequence N-temlinale de la SAH 
secri tde par K. IssSk est Asp-Ala-His-Lys-Ser-Glu-Val-Ala-His-Arg-Phe-Lys-Asp- 
Leu-Gly. La ddtermination de cette sequence confiime doncles r6sultats provenant 
des ejcpfiriences d'filectrophorfese en gels natife de polyaaylamide, et d^montre la 
maturation correcte et complete de I'albumine secr6t6e par la levure K lactis . 

13 E.63 Fluorescence dn ttTptophane 

Avecune excitation a.295 run, remission de fluorescence de I'unique tryp- 
tophane poss&de le mtms maximum pour la SAH recombinante et ralbiunine plas- 
matique (337 mn) indiquant un enviroimement iQrdropbobe identique au niveau de 
cet adde amini (figure 27). 

20 E.6.10StabUit£tIiennique 

L'albumine r£f6rence (Sigma) et ralbiimine s£cr6t£e par la levure ont 
une cin6tique identique de degradation k 75°C (figure 28} ce qui sugg&re que les 
liaisons de stabDisatiGn de la structure prot^ique (interactions hydrophobes et ponts 
disulfiires) sont identiques dans les deux cas. 



que l'albumine plasmatique. 
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E.6.11 Affinity vis-&-vis de difll^rents anticorps monoclonaux 

L'andg6nicit6 de ralbumine recombinante a 6t6 <tudi6e avec difffirents 
anticotps monoclonaux dirig6s centre I'albunune humaine. La figure 29 montre leur 
^6d£dt6 : ks anticorps HAIO, HAl 1 et HA13 correspondent k des Epitopes dont 
3 la conservation n6cesate rint6grit£ de Tensemble de la mol£cule. Les anticorps 
' HA21,HA6,HA4,HA3,HA8ct HAl correspondent a des 6pitopes localises Ic long 
de la dialne pcptidique de I'extr6mit6 N k I'extrfimitd C terminsde «• *• 

Le test utilisd est un test d'inhibition d'EUSA. Les diffirents anticorps 
sont adsorb^ sur des plaques de polystyrene et une courbe de fixation d'albumine 
10 inarqu6eaveclaphosphatasealcalineest6tabliepourchaqueanticorps.Lescourbes 
; de sattiratiaB de diaque anticorps ont une alhire sigmoide et la quantity d'albumine 
marquee correspondant a 50 % de fixation a it& dioisie pour i tudier I'inhibition de 
duom des anticorps. 

Uinhibition a 6t4 r6alis4e avec Wchantillon d'albumine re^mbinante et 
15 conqwrte & celle obtenue avec im 6chantillon d'albumine plasmatique (Sigma). La 
figure 30 montre que pour les 9 anticorps testes, I'albumine recon*inante est ausd 
inhilHtiice qne I'albumine native. Etant donn6 Fextr&me sensibility du test, les 
diS6rences 6bserv6es sont minimes. 

DESCRIFnON DES FIGURES 
20 Les nqir^sentations des plaanides indiqu6s dans les figures nc sont pas trajies k 
rtdwlle et seuls les sites de restriction importants pour les constructions sont 
indiqii£s. 

Rgure 1 : Construction du plasmide pXL276 contenant la sequence compl&te 
codant pour la Met-SAH obtenu k partir de trois clones d'ADNc (voir 
25 texte) d£riv6s d*ARNm poly-A isolis de foie humain. 

Rgure 2 : Reconstitution de la sequence signal "pr6pro" de I'albumine i partir de 
■ quatre oligomid^otides ^th6tiques : Construction du plasmide 
pXL29G. 

Figures: Construction du plasmide pXL299. 
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Figure 4: Construction du plasmide pXL322. 
Figures: Construction du plasmide pXL855. 
Figure 6: Construction du plasmide pXL869. 

Figure 7 : Sequence nudfiotidique et en acides amines du fragment Hindm prove- 
nant du plasmide pXL869 et contenant le g&ne de structure de la pr^pro- 
SAH. Les flfeches noires indiquent la fin des regions "pr6" et "pro". 

Figures: Construction du plasmide pUC-URA3. 

Figure 9: Construction du plasmide pCXJl. 

Figure 10 : Construction du plasmide pkl-PS1535-6. 

Figure 11 : Construction du plasmide pUC-kan202. 

Figure 12 :S6quence nud^otidique du promoteurpkl ipartir du site de restriction 
Seal et induant la jonction entre ORFl et pkl et la rfgion 5' du gSne bac- 
tdrien codant pour Faminoglycoside phosphotransferase provenant de 
Tnm 

Figure 13 : Construction du plasmide pKan707. 

Figure 14 : Courbe de stabilitd du plasmide pKan707 dans la souche MW98-8C dans 

des conditions de croissance non-s£lectives. 
Figure 15 : Construction du plasmide pYGll. 
Figure 16 : Construction du plasmide pYGlS. 
Figure 17 : Construction du plasmide pYG19. 

Figure 18 : Representation des plasmides pYG19 (pr6pro-SAH) et pYG23 (Met- 
SAH). La sequence nucl£otidique fournie en dessous de diaque plas- 
mide indique la jonction entre le promoteur du gine PGK et les g&nes 
de structure des difE^rentes formes de SAH. 

Figure 19 :Courbes de stability des plasmides pYG19 et pYG23 dans la soudie 
MW98-8C dans des conditions de croissance non-seiectives. 

Figure 20 : Gel de polyacrylamide-SDS kS^% aprfes coloration au bleu de coo- 
massic dfmontrant I'cxpression et I'excrdtion de la SAH k partiur de la 
souche MW98-8C Pistes 1 - 4 : albumine extrait du plasma humain 
(Sigma) d6pos£e k des concentrations croissantes ; 0,2^g, 0,6 ^g, 2^g et 
6;igparpiste.pYG19 (pr6pro-SAH),pYG23 (Met-SAH) etpYG25 (vec- 
teur) : chaque piste correspond k une quantity de prot£ine equivalent k 
100^1 de la culture originale (approx. 2 x 10* cellules/ml), a), fractions 
solubles ; b), fractions insolubles ; c), sumageant de culture. 

Figure 21 :Immunoreveiation d'un gel de polyaaylamide i 74 % transfSrd sur 
nitrocellulose comme decrit dans le texte. Piste 1 - 5 : albumine extraite 
du plasma himiain (Sigma) qui a 6t& dissous dans un milieu YPD k des 
concentrations varides et predpitd avec du TCA (5 % concentration fi- 
nale) comme dficrit Les dchantillons de la gamrae SAH ont done 6t6 
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trait^s de la mfime fagon que les sumageants de culture. Dans les deux 
cas, Ics d6p6ts de gel correspondent a des volumes Equivalents. 1), pr4- 
dpitation a une concentration de 100 mg/1 ; 2), 50 mg/l ; 3), 25 mg/1 ; 4), 
njS mg/1 ; 5), 0,6 mgA pYG19 (pr6pro-SAH) et pYG23 (Met-SAH) : 
diaque piste correspond k une quantit6 de protiines Equivalent i 20)il 
de la culture ori^nale (approx. 2x10^ cellules/ml), a), sumageant de cul- 
ture ; b), firactions insolublcs ; c), fractions solubles. 
Figure 22 :Gel de pdyaaylamide a 8,5 % aprfcs coloration au bleu de coomassie 
ddmontrant la cinEtique de I'exCTition de la SAH a partir de la souche 
MW98-8C 

A, piste a-e : albumine extraite du plasma humain (Sigma) qui a 6t6 
dissous Hans du milieu YPD S des concentrations varices et pr6dpit6e 
avec du TCA (5 % concentration final) comme ddcrit (voir 16gende de la 
figure 21). 1), prddpitation t une concentration de 6 mg/1 ; 2), 12,5 mg/ 
1 ; 3), 25 mg/l ; 4), 50 mg/1 ; 5), 100 mgA pYG19 : excrdtion de la SAH 
k partir du plasmide pYG19 et en fonction de I'ige de la culture, 16 - 61 
beures comme indiquE. Chaque Echantillon correspond k I'Equivalent de 
160^ de sumageant de culture. 

B, pistes a -e : albumine extrait du plasma humain (Sigms^) d6pos6e i des 
concentrations croissantes ; 0,4>ig, 0,6;ig. 0.8;ig, 1,0 Jig et l,2pgpar piste. 
pYG19 : excretion de la SAH a partir du plasmide pYG19 et en fonction 
de rflge de la culture, 72- 240 heures comme indiquE. Chaque 6chantiUon 
correspond & r£quivalent de 25 jil de sumageant de culture. 

iMgure 23 :A, representation graphique de la dndtique d'excrdtion de la SAH 4 
partir de la soudie MW98-8C transformfie avec le plasmide pYG19 et 
cuitiv6e en erlenmcycr comme indiqufi dans le texte. La concentration de 
ralbumine dEtcctEe dans le milieu de culture (mg/1) est repr&entfie en 
fonction du tenq)s (heures). Les rdsultats de quatre expEriences indEpen- 
dantes sont rqirdsentEs. 

B, courbe de croissance de la soudie MW98-8C transformEe avec le 
plasmide pYG19. 

Figure 24 : Tedmiques felectrophordtiques (S = standard, L = albumine de levure), 
A- PAGE-SDS (Phast gel, Pharmada, gradient 8-25%) coloration aux 
sels d'argent S = 1 ;ig, L : de 0,05 a 0,25 ;ig 

B- Iso61cctrofocalisation(Phastgel,pH4,5-6,0),colorationaubleude 
coomassie, d£p6ts = l^g. 

C - PAGE SDS (7^ %), coloration au bleu de coomassie. 
S-f 0;2-1.0)ig,L- 0,25-2,5 ;ig 
Figure 25 tChromatographie d'6change d'ions » Mono Q (Pharmada). En bas: 



SAH levure 40^g ; en haut : SAH standard 50 jig 
Figure 26 : Chromatographic en phase inverse = Nudeosil C4. a), SAH standard ; 
b), SAH levure. 

Figure 27 :Spectrom6tried'dmissionde fluorescence dutiyptophane. En trait plein: 
5 SAH standard ; en pointil!6 : SAH levure. 

Figure 28 : Stability thermique k IS'C. En trait plein : SAH standard ; en pointillfi: 
SAH levure. 

Figure 29 : Regions de Talbumine reconnues par les diffdrents anticoips monodo- 
naux utilises pour la caractdrisation antigdnique. 
10 Figure30 : Courbes d'inhibition, vis-i-vis des neuf anticorps monodonaux (voir 
texte) : pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration en 
albumine (pg/ml) :□, SAH standard ;■, SAH levure. 
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REVENDICATIONS 

1 - Proc^dfi de preparation microbiologique de la sirum albumine humaine 
(SAH) ou de I'un de ses variants caraaeris^ en ce que Ton cultive une levure capable 
d'assurer le maintien stable d'tine cassette d'e^qiression comportant au moins un 

5 marqueur de selection des levures transfonndes, I'ADN du g&ne de structure de 
SAH fasionnfi ides sequences permettant son expression dans la levure et fiventuel- 
lement Texcrdtion de la protdine encodee par ce g&ne dans le milieu de la culture. 

2 - Proc6d6 selon revendication 1 caractdrise en ce que la cassette d'expression 
est int6gr£e dans le genome de la levure. 

10 3 - Procfide selon revendication 1 caract6ris6 en ce que la cassette d'e3q)ression 
fait partie d'un plasmide comportant un systime de replication fonctiormant dans la 
levure et assurant le maintien stable de ladite cassette dans cette levure. 

4- FrocddS selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caract£ris6 en ce que les 
levures sont choisies dans les genres Saccharomyces et Kluweromvces. 

13 . S- Froc£d6 selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caract6risd en ce que la 
levure est choisie dans le genre Kluyveromyces . 

6 - Proc£d£ selon I'une des revendications 1, 2 ou 3 caract£iis£ en ce que la 
levure est choisie parmi toutes les varietfis de Kluyveromyces marxianus. 

7 - Proc6d6 selon I'une des revendications 1, 2 ou 3 caract6ris6 en ce que la 
20 levure est Kluweromvces marxianus var. lactis. 

8 -Proc6d6 selon I'une des revendications 3^7 caractdrise en ce que le systfeme 
de replication fonctiormant dans la levure est tout ou partie du plasmide pKDl isol6 
de Kluweromyc es marxianus var. drosophilamm ou tout ou partie du plasmide 2 ji 
isole de Saccharomyces cerevisiae ou une combinaison d'616ments derives du 

25 plasmide pKDl et du plasmide 2^. 

9 - Precede selon I'une des revendications 3, 6, 7 ou 8 caracterise en ce que le 
syst&me de replication fonctionnant dans la levure est tout ou partie de la sequence 
du plasmide pKDl. 

10- Precede selon I'une des revendications 3, 5, 6, 7, 8 ou 9 caracterisi en ce 
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qu'une cassette d'cxpression scion la revcndication 1 ou un marqueur de s^leaion 
est insert dans imc region de 197 pb d^finic par les sites Sad et Mstll de pKDl. 

■ 11 -Proc6d6 selon I'une des revendications 1 a 10 carartfirisi en ce que les se- 
quences pennettant l'c:q)ression du gine de structure sont choisies pannl les 
5 promoteuTS d6riv6es des ghnes de levures du genre Sawharomyccs ou Hwyvcroniy- 

12- Proc6d6 selon revcndication 11 caract6risi en ce que ccs promoteurs sont 
d£riv<is des gbncs glycolytiques de levures du genre ^Saccharomvces ou KuyvcrP- 

10 . 13 - Procidd selon revcndication 12 caract6ris6 en ce que les siquences 
pennettant Fexpression du gfcne de structure sont choisies panni les gfenes codant 
poui la phosphoglycerBte kinase (PGK), k g!ycirald6lQ'de-3-phosphate deslqrdro- 
gdna^ to lactase, I'enolase ou I'alcool destaydrogdnase. 

14 - Pit>c4d6 selon revcndication 13 caract£ris6 en ce que les sequences 
15 pehnettast I'ejqjression du gine de structure provieiment du gftne ^ant pour la 

phosphoglyc£rate kinase. 

15 - Proc£d6 selon I'une des revendications 1 ft 14 caractdrisi en ce que les 
s4qbenc« pennettant I'excrdtion de la protdine hdtdrologue sont choisies panni 
rextension N-tenninale naturelk "prdpro" de I'albumine et les siquences obtenucs 

20 ft partir des gfcnes de levure codam pour la phdromone alpha ou la toxine Tdllei'. 

16 - Proc6d6 selon revcndication 15 caract6ris6 en ce que la sequence 
permettart I'excrdtion de la SAH est I'extension terminale naturelle "^prdpro" de I'al- 
Ijumine. 

17 - Procidd selon I'une des revendications 1 ft 16 caract6ris4 en ce que les 
25 sequences pennettant la selection des levures transfonnd es sont choisies parmi les 

gkaes apgortaat la resistance aux antibiotiques ou aux ions cuivre. 

18 - Proc6d4 selon revcndication 17 caractdrisd en ce que la sequence de 
selection est un gine iq^xirtant la resistance ft la G418. 

19 - Proc£d6 selon revcndication 18 caractirisd en ce que la sequence de 
30 seiectitm est une fiision entre Ic promoteur kl du plasmide liniaire de jL. laclis et 
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I'aniinoglycoside phosphotransferase du transposon Tn903. 

20 - Le plasmide pYG19 caractdris6 en ce qu'U comporte le plasmide pKDl, 
I'ADN^ de ia prepro-SAH, les sequences d'initiation et d'arret de la transcription du 
g^n^ codant pour la phosphoglycdrate kinase et les sequences d'une fusion entre le 

5 promoteur pkl du plasmide lineaire kl de Kluyveromyces lactis et le gfene de la 3'- 
aminoglycoside phosphotransferase de Tn21S. 

21 - Le plasmide pYG23 caract6rise en ce qu'il comporte le plasmide pKDl, 
I'ADN de la Met-SAH, les sequences d'initiation et d'arret de la transcription du 
gine codant pour la phosphoglycerate kinase et les sequences d'une fusion entre le 

10 promoteur pkl du plasmide lineaire kl de marxiamis var.Ja£ti5 et le gfene de la 
3'-aminoglycoside phosphotransferase de TnSIS. 

22 - La levare jC- mandanus var. lactis MW9S-8C 

23 - La levure ;K. mandanus var. lactis MW98-8C transformfie par le plasmide 
pYG19. 

15 24-La levure Kluyveromvces mandanus var. lactis MW98-8Ctransfonn6e par 

lepiasniidepYG23. 

25 - La sinan albumine humaine lorsqu'elle est obtenue par le procddS selon 
I'une des revendications 1 i 19. 

26 - La s6rum albumine himiaine lorsqu'elle est obtenue par culture dans des 
20 conditions appropriies de la levure selon les revendications 23 et 24. 

27 • Application de la s€rum albumine humaine selon les revendications 25 ou 
26 k titre de mfidicament 

28 - Le plasmide pKan-707. 
29 -Le plasmide C?CJ1. 
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■BHi^yaSerGluValAlaHiaArgPheLy3AapLeMGlyGlaGluasn?heLya&laI.euValLCT 



jaaI.yslSirC^V&IMaAspGluSexAla61uAsnCysAspLysSerI.euBlsThrLeuFheGlyAspLysI«^ 
2i6 236 246 256 ' 266 276 286 296 



GlqCyafhaLaMGlnHlaLyaaapAspRanProRsnLeuProl^LeuWalRrgProGlu Val^ 

376 366 396 406 416. 426 436 446 

nuALaFbeBlB&spJ^nGluGlunuf lieI«uLysLysTyzI>euTyrGluIleAlaA^^ 
ACTGCTTTTCMTGJU^IJATGAAGAGACATTTTTGMAAAATKCTTK^ 
451 461 471 481 491 501 511 ^ 521 

TyijM3ProGloI.eM l.euPhePheA laLysArgTyrLy3Maa laPheT hrGluCyeC^ 
526 . 536 546 556 566 576 ■ 586 596 

AlaAlaCysl«ndimProLysl«uAspGliiLeuArgAspGluGlyLysAlaSerSex%laLysGli^ 
601 611 621 631 641 651 661. 671 

CyaAlaSerX«u6iiiLysPl»GlyGluArgAlaPheLysJaaTrpiaAVal%la%rgI«uSei:Glr^ 
676 686 696 706 716 726 736 746 

Lys&laGliiFheAlaGlUValSerLysI^uValThzJ^I^ulbrLysValHlsThzGltiCysCysB^ 

751 761 771 781 791 801 811 821 

leuLeoGlwCyBAlatepRsiArgaiaRqaLeuMalyaTyrlleCyaGlutonG 
CTGCTTO0aoreCTGJ4TG«3«»GCG6»CCTTGCC3UM^^ 
826 836 - 846 856 866 876 886 896 



2laAspI«iffroiterI«vAlaAlaAspFbeVal61uSerIysAspv\lCy8LyBAsnTyrAlaGl^ 

976 . 986 9i96 1006 1016 1026 1036 1046 

ValPheLeuGlylitetPhel^uTyrGluaytJaaArgRrgHlsProAsjflVrSerValValleul*^ 
erCTTCTTGGCCaKrBTTTnCTftTGMiaTGa^^ 
1051 1061 1071 1081 1091 1101 1111 1121 
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MaLysThrTyrGluThrThrLeuGluLysCysCysAlaAaaAlaAspProHisGluCysTyr&laLysValPhe 
GCCAAGRCATATGARACCaCTCTAGAGAAGTGCTGTGCCGCTGCRGATCCTCMGAATGCTMGC^ 
1126 1136 1146 1156 1166 1176 1186 1196 

AspGluPheLysProLeuValGluGluProGlnAsnLeulleLysGlnasnCysGluLeiiPheGluGlnLeuGly 
GRTGAATTTAAACCTqaTOTGGRAGAGCCTCAGAATTTAaiCJUkACA^ 
1201 1211 1221 1231 1241 1251 1261 1271 

GluTyrLysPheGlnAsnJaal^uI^uValArgTyrThrLysLysValProGlnValSerThii'roThrLeuVal 
GAGTACAAATTCCMAATGCGCTATIRGTTCGTTACRCaiRGaAAGTM 
1276 1286 1296 1306 1316 1326 1336 1346 . 

GluValSerArgAsnLeuGlyLysValGlySerLysCysCysAsnProGliAlaLysArgMetProCysAlaGlu 
GAGGTCTCAAGAAACCTRfiGAftAAGTGGGCAGCRAATGTTGTAMCCTGAAGCaaA^^ 
1351 1361 1371 1381 1391 1401 1411 1421 

JispTyrLeuSerValValI«uAsnGlnI«uCysVaai«uHisGlviLysThrProValSeraspRrg|ValThrLys 

1426 1436 . 1446 1456 1466 1476 1486 1496 

CysCysThrGluSerLeuValAsnArg&rgProCysPheSerTOaLeuGlTiVaiaspGluThrTyiWalPro^^ 
TGCTGCAC^GAATCCTTGGTGftACaGGCGACCKtGCTXTTa!^^ 
1501 1511 1521 1531 1541 1551 1561 1571 

GluPhel^n&laGluThzPhelhrPheHisAlaAspIleCysThrLeuSerGluLysGliiArgGlnlleLysLys 
GAGTTTAMGCTGAWUaOTCACCrrcCAIGCAGK 
1576 1586 1596 1606 1616 1626 ■ 1636 1646 - 

GlnThrftlaLeuValGliiLeuValLysHisLysProLysAlaThrLysGluGlnLeuLysAlaValMetAspAsp 
CAftftCEGOOrrGTTGAGCTTGTGAAACaCAAGCCCAAGGCAA^^ 
1651 1661 1671 . 1681 1691 1701 1711 1721 

PheAlaAlaPhfiValGluLysCysCysLysAlaAspAspLysGluThrCysPheAlaGluGluGlyliysLysLeu 
TTCGCAGCTTTTGTAGAGAAGTGCTGCAJUSGCTfiRCGAIftAGGAAACC^^ 
1726 1736 1746 1756 1766 1776 1786 1796 

ValAlaAlaSexGlnAla&laLeuGlyLeu*** 

1801 1811 1821 1831 1841 1S51 1861 1871 

JAAGAAAATGAAG&TC&KAAGCTT 
1876 1886 1896 
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promoteur pkl 

Seal 

5.'- AGTACTiAAAGTGAGATTRTTGGAAGATTAGATC 
MATlMGTTATrTTTTTTCAGTTTTATATCTTCTCTGTATJ^^ 
TATTTTWCaCTTATGACClATAAGTCATTTTA^ 

(Ddd/XhoD 

ATTAATTTAAaxI ATG GAT TTC AAA GAT AAG GCT TTA AAT GAT CTAIAGG CCG CGA 

• C> oRFl' ^ ^ 'aph 

TTA AAT TCC AAC ... - 3' 
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gamine SAH pYG19 pYG23 pYG25 

> ' ■ ^ , " ^ /■ ' 

123 4 abcabcabc 




Figure 20 



PL XXII/31 



gammeSAH pYG19 pYG23 
I 2 34 5abc abc 
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gamme SAH pYG19 
a b c d e 16 18 20 22 37 47 61 h 




gamme SAH pYGl9 
a b c d e 72 96 103 119 145 168 240 h 
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